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和 蛋白酶 是 指 裂解 肽 链 的 所 有 酶 类 ,根据 作用 位 
点 的 催化 基 团 将 蛋白 酶 分 为 4 大 类 , 即 丝 氨 酸 蛋白 
酶 FM AE R A M Cysteine Proteinases ,CP) , K 
氨 酸 蛋白 酶 和 金属 蛋白 酶 。 每 一 大 类 又 包括 多 种 不 
问 的 蛋白 酶 ,其 中 半 上 胱 氨 酸 和 蛋白酶 是 一 类 细胞 内 和 蛋 
白 酶 ,包括 组 织 和 蛋白酶 B、.L、H.N、S.T 等 .其 活性 中 
心 含有 活性 必需 的 半 胱 氨 酸 残 基 ,细胞 内 高 度 的 还 
个 环境 对 它们 的 作用 非常 重要 (Turk & Bobl.1991 ) 
重 白 酶 参与 多 种 生理 .病理 性 蛋白 水 解 ,在 多 虫 中 的 
分 布 和 功能 也 有 报道 ,如 敏 子 卵 中 舍 有 组 织 吉 上 酶 
B. 参 与 胚胎 发 育 过 程 卵 黄 蛋 白水 和 解 .其 合成 部 位 为 
脂肪 体 (Cho et al., 1999) :玉米 象 鼻 虫 ( Sitophilus 
zeamais } 在 消化 器 官 和 生殖 器 官 中 含有 组 织 蛋 白 酶 
L. 在 食物 消化 和 上 胚胎 发 育 过 程 中 起 着 重要 作用 
{ Matsumoto et af., 1997). 

已 有 的 研究 表明 棉铃 虫 卵 内 含有 灶 胱 毛 酸 蛋 匡 
酶 ， 可 能 在 胚胎 发 育 过 程 中 水 解 卵黄 重 白 供 给 有 是 胎 
发 育 ， 经 氮 基 酸 序列 分 析 鉴 定 为 组 织 和 蛋白 酶 B， 关 
于 该 酶 的 性 质 及 纯化 已 有 报道 ( 赵 小 凡 等 ，1998 )， 
但 对 该 酶 在 棉铃 虫 生长 发 育 阶 段 的 组 织 分 布 与 合成 
部 位 的 研究 尚 属 空 白 。 进 …- 步 研究 该 蛋白 酶 的 分 布 
与 合成 部 位 可 以 阐明 该 蛋白 酶 在 棉铃 虫 体内 的 分 布 
与 功能 ， 为 新 型 杀 虫 齐 设 计 提 供 新 靶 标 。 我 们 利用 
纯化 的 棉铃 虫 组 织 蛋 白 酶 B 制备 了 抗 血 清 、 并 根 
据 该 蛋白 酶 基因 (GeneBank AF222788) 合成 了 探 
针 ， 对 棉铃 虫 组 织 蛋白 酶 B 的 组 织 分 布 与 合成 部 
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位 进行 了 研究 、 现 报道 如 下 ， 
1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

1.1.1 EE 棉铃 虫 (eniconerpa urmigera |. 由 本 
实验 室 人 饲养， 幼虫 为 正常 取 食 六 龄 中 期 幼 出 ， 堆 贤 
Tr ACE ER fe. ME. Hin GE [Ee RUDI 5% BE SE 
UK. 24h GREDIR, 取材 时 各 取 3 头 以 消 
除 个 体 差异 。 

1.1.2. 试剂 与 设备 ” 羊 抗 免 ~- HRP AJER E E 
物 公 司 产品 ;硝酸 纤维 素 膜 为 Cnle-parmar 公司 产品 
(美国 }; RNA ERRA CRNA. [Isolation kit) 为 
TaKaRa 公司 产品 (日 本 );Dig RNA Labeling Ki 及 
Anti-Dig Phosphatase AP 均 Jj Boehringer Mannheim 
公司 产品 (德国 ); 标 准 RNA(RNA Marker) 7 XE El 
AMRESCO 公司 产品 ;杂交 炉 为 国庆 Robbins Scien- 
tific Model 2000; 实验 所 用 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 


产品 ， 
1.2 方 法 
1.2.1. 棉铃 虫 组 织 蛋 白 酶 B 纯 化 根据 Zhao et 


al. (1998) 方法 进行 。 

抗 血清 制备 ” 取 健 康 雄 性 家 免 ， 每 周 以 70 
- 100 ,蛋白酶 加 福 氏 完全 优 剂 背部 皮下 分 点 注 
射 ， 3 周 后 加 强 注射 ， 即 去 掉 福 氏 完 全 佐 剂 ， 从 耳 
绿 静 脉 注射 抗原 ; 3 周 后 取 血 清 用 双向 免疫 扩散 法 
(Duchterlony & Nilsson, 1978) 检查 抗 血 清 滴 度 ， 
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抗体 出 再 后 取出 血清 — 20 C FCR HI. 

1.2.3 ”组织 匀 浆液 制备 及 蛋白质 舍 量 测定 RE 
常 取 食 的 关 龄 幼虫 ， 峻 晤 、 肉 雄 成 虫 活体 ， 解 剖 镜 
TFR PRESARE., 、 中 肠 WARR, A 
Buffer A (0.01 mol/L Tris-HCl pH7.0, 2 mmol/L 3i 
基 乙 醇和 1 mmol/L EDTA) 5J3X, 12 10 000 r/min 
离心 10 min (4C); XX EE, D Lowry 法 测定 蛋白 
WEE (Lowry etul., 1951). WAI 2 mg/mL 习 
KR, — 20S 存 放 备 用 - 

1.2.4 免疫 印迹 参照 6 分 子 克 隆 实验 指南 }{ 萨 姆 
布鲁克 等 ,1992) 进 行 , 具 体操 作 略 有 改动 ， 以 上 各 
种 组 织 匀 浆液 进行 SDS - RIN fn i i AE Be E ik 
(SDS-PAGE ,方法 按 Laemmli, 1970), 如 样 量 40 ug, 
12.5% IE V HE , FL Fk 100 V , E Pb 5 mA, Tris-Cly 电极 
缓冲 液 . VpXMENE DUE ert ERER IR E 
{室温 毛细 管 扩散 转 膜 40 h) ,转移 液 为 1.5 mmol /L 
Tris pH8.2,193 mmol/L H AR , 2096 HT B. 0.03766 
SDS.BEIA & 1 你 奶粉 的 TBST(10 mmol/L, Tris-HCl 
缓冲 生理 盐水 pH7.5 0.02% Tween-20) 室 温 平 播 封 
闭 1~2h 后 加 入 工 抗 ( 免 抗 棉铃 虫 组 织 和 蛋白 酶 B 
1:100 稀释 于 封 痢 液 中 ) 室 温 轻 播 2h, 以 TBST 洗 膜 
3x 10 min, 然 后 加 六 下 抗 ( 羊 抗 免 - HRP 1:1000 ff 
释 寺 封 十 液 中 ) 室 温 轻 播 2h, 洗 膜 方法 同上 ,然后 加 
人 4-~ClL-1- 蒙 酌 和 过 氧化 气 黑 暗 处 轻 播 发 色 ， 
1.2.5 RNA 提取 最 正 常 取 食 六 龄 幼虫 活体 ， 前 
去 头 屁 、 解 剖 镜 下 冰 洛 中 快速 分 离 下 列 组 织 : 表皮 
(0.6x 2.5 em^/3k, 3c R& EE E HO RR S DR. P HS 
{2.5 cm/ 头 ， 除 净 肠 内 食物 及 外 部 粘连 的 脂肪 体 })、 
幼虫 脂肪 体 、 肉 肾 脂 肪 体 、 肉 性 和 梭 性 成 虫 脂 肪 体 
REEERE, L TBS 缓冲 液 【10 inmolzL Tris- 
HCI 缓冲 牛 理 盐水 ，pH7.5) 冲洗 干净 .按照 RNA 
Isolation Kit. 说 明 书 ， 稍 作 补 充 及 改动 提取 RNA: 
适当 雯 加 本 :氯仿 : 异 友 醇 (25:24:1) 抽 提 次 数 ， 
直到 界面 无 蛋白 质 为 止 ; 所 有 离心 全 部 采用 冷冻 离 
心机 (4%) 进行 ; 最 终 沉淀 (RNA) 用 适量 DE. 
PC EKAR, T- 70 和 保存 备用 。， 

1.23.6 RNA 检测 SHE WE ANE Eie (CD TOM 
实验 指南 4 进行 ， 略 有 改动 . 取 2 pl 总 RNA. Bu 
A 18 pL HH BERE, 2L fiel. Hi 196 BER BE ETT 
BK. BHE3V/om, 1x TAE ERAR., HR KE 
4n SEE ERILLSIIE (ug mL) 染色 ， 成 像 . 
1.2.7 Northern Blot Northern 杂交 的 具体 方法 参 
H Boehringer Mannheim Northern Blot kit 说 明 书 进 


行 dd CRUS p di £H ER BE e B 基因 
(GeneBank. AF222788), H Dig RNA Labeling Kit £r 
成 地 高 辛 标 记 的 反 义 RNA 探 针 ,长 500 bp. E ER HR 
儿 旦 核糖 体 蛋 白质 8S7 片断 台 成 地 高 兰 标 记 ST 探 
t|. RNA 变性 电泳 具体 操作 参照 & 分 地 名 隆 实验 指 
南 ?: 取 10 ug RNA $ 10 x MOPS. F BE . 甲 酰胺 处 
JU KH] MOPS- HI SERE np REEF GE TET PR TE 
2V/vm, Biki di AENEHD20 x Sse 平衡 ,4% 转 
膜 36 h, 紫 外 灯 下 联接 4 min 后 68 € FLA $5 2h. 
68 C ZR XE IN CREER RET Hoe Sc D E PRICE 10 
~ 100 ng/mL) .然后 洗 膜 .封闭 .加 和 人 抗 地 高 YTE 
磷酸 酶 (Anti-Dig AP),30 min 后 洗 膜 .平衡 .黑暗 处 
静止 发 色 、 


2 结 果 


2.1 组 织 蛋白 酶 了 的 组 织 分 布 

Ste wo. REL, MEQE SHE TER UL gE 
MERER Eii UA E n OLEI fe ELI 
迹 条 带 ,， 说明 这 3 PRLR DON SH EUER EH B 的 分 
布 ; 而 幼虫 表皮 、 中 肠 . 脂肪 体 和 峻 师 脂 肪 体 中 没 
有 检测 到 特异 性 免疫 印迹 条 带 ， 说 明 没 有 组 织 重 白 
酶 B 的 分 布 (图 1) 由 此 可 兄 棉 铃 忠 组 织 黛 白 酶 
B 具有 组 织 特异 性 和 焉 同 生长 阶段 的 表达 特异 性 . 
仅 在 成 虫 体内 有 分 布 ， 而 在 幼虫 和 师 期 无 分 布 ， 
2.2 组 织 蛋 白 酶 B 的 合成 部 位 

RNA 变性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 结果 显示 、 本 
实验 所 提 有 最 的 总 RNA 为 1 条 明亮 的 主 带 ,说 明 RNA 没 


~IR 


7: gg a 


1 免疫 印迹 结果 
Fig-1 The results of Immuaoblotting 
HCB: HEAR B (cathepau B); Bkiff 1 - 7 FW dp 
A. EERIE, EE Rd BER PE MESE DR 站 
AIH. dads. Sidi tanes 1 to 7 am ovary. de- 
mule adult fal body, male adult Fa hody, female pupal fal 
bady, lamal fat bods, larval epidermia, larval mid-gut. re- 
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有 降解 . Rt ve $5: np Bf un E as Fo [SE EB ZR EE n 
RNA MWAJ- -BTE RI 2). Northern-Blot 结果 总 
到 在 幼虫 脂肪 体 ME SR E Rp Ps, HER. E HORT RE E D, 
虫 脂肪 体 S RRER ER P A PRSETEOR Se fiim HL, 说 明 
这 5 种 组 织 中 有 组 织 蛋 白 酶 B. mRNA 转录 .经 标定 
分 丁 量 约 为 1 100 bp。 而 在 幼虫 中 肠 和 表皮 没有 特 
异性 条 交 估 号 出 现 ,说 明 没 有 mRNA 转录 。 用 无 组 
Htr ETE . 持 恒 表达 的 棉 锥 虫 核糖 体重 白 37 探 计 作 
7j RNA 加 样 量 显示 及 分 子 量 标 记 (400 bp), 从 图 3 
nj LEE IR 87 YEA dU P BS Ls d Rp pe AEE n, d 
肪 体 中 其 有 同等 强度 的 杂交 信号 .但 幼虫 中 上 肠 没 有 
£g E HRE B mRNA 转录 . 面 芝 外 2 种 组 织 中 却 有 
mRNA 转 孙 ;另外 ,幼虫 表皮 和 瞧 师 脂肪 体 S7 也 具 
有 相同 强 弱 的 某 交 信号 .但 同样 在 幼虫 表皮 中 没有 
寺 导 性 的 东 交 信和 号 ,而 肉 晴 却 出 现 了 mRNA 转录 信 
续 ， 所 以 幼 忠 表皮 和 中 上 肠 的 阴性 信号 不 是 由 于 加 样 
最 少 击 造成 的 .而 是 没有 mRNA 转录 .因此 棉铃 虫 
ig ei Cu B B 的 转录 具有 组 织 特异 性 :. 








图 2 RNA RE SERE E DK 
Agaruse gel electrophoresis of total RNA 
POB LT PURA F., Xp He. zu aR dui. 
ÉmESEAQR EPELE ESIDA — HEUEUL IRE HOA KHG 
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图 3 Northern Blot 
Fig.3 Northern Blpt 
gal d -7 ÉD Canes ] 0o 7 ar same as Fig.l]? 


3 讨论 

EER pk p] Fr ir 3E MDC e a E E ERE. CS GELS H 
HERH B. ET, Kp EB s HER HER 
BHAL E*X$58 CSitophilus zeamats ] 体内 
& fa CE RC RR E A NE ZIEL ER RED BE 一 一 SCP-L 
( Matsumoto et al.. 1997), EuL. S6 P2 E ov d Bb 
& HIC ARE AEE (49 kDa] 及 成 熟 形式 的 酶 
(37 kDa), HHE MIARE AR PF D n1 $6 3e E 
成 熟 形 式 的 酶 。 MERAS A E WE RU A S SCP-L 
trip. MERKARA uf. Bm fr fg XH 
FJ EE BE REL e Ti PO FE SE BITE AIR AA [8] 15] Ec i RP LER 
酶 的 分 布 ， 国 此 SCP- 可 能 在 肚 胎 发 育 过 程 中 起 着 
重要 的 作用 ， 黑 腹 果 蝇 (Drosophila melanoguster ) 
Jj CE FRAR E A RR E TT REL DCP-L. 
在 其 幼虫 前 肠 "npe A EEG Te FE 08 30] (07 vp 35] Fr a 
AXE ORE mRNA fr & fil SE ETIEI Sy (p. HE A 
Bir up fe TE RH CER Fi iP ERE Ae Fg Fed REPETI 
HI (Matsumoto et al., 1997); MEE 57) rh d gir Bs Rl 
TERRE ER EH B Ir EE f mRNA Fore NI fR DER 
DCP-L 7 fg, iX n[ SEE M Jj B] E 2H. 4) 90$ ie rfr] R 
的 ; lh TEBETE n dip RE dE A. SE E A F 
母 细胞 中 均 有 mRNA A DCP-L 的 分 布 ， 似 在 
滤 泡 细胞 中 既 没 有 mRNA 转录 也 没有 DUP-E 分 布 ， 
UE vH. fW XE (Bombia mori) Sl rpon dg ut ££ (ERE 
Tk FIAM EARE (Kagevama etul., 1981: Kage- 
yama & Takahashi, 1990), % Æ 8 38] h4 pe r1 pr K 
EB BELT n] fr RRE FEAE TR Ug phe 
中 的 重 白 酶 具有 免疫 学 相似 性 ， 在 SDS- Fi RC 
AREKE ITE A HEERE. 但 在 血细胞 中 合 
成 的 和 蛋白酶 迅速 被 释放 到 胞 外 ， 而 卵巢 中 的 则 慢 慢 
ERTE A EE GR EUER Cbr] FL RIS AEE. 
1994). Sappington & Raikhel F 1995 fF MER X [ftf 
PER H H R E E G e ARR PRAKA {YCP) ELI A TS 
蛋白 琉 基 蛋白酶 (YTP)。YCP 和 VTP HRES QE fE 
d R3 HEUS He cp, mu kA PR. 它们 的 表 
达 是 有 性 别 . 生长 阶段 和 组 织 特 异性 的 《Hays & 
Raikhel. 1995), 

dB eH Me R EE dE REP DR. HERR. HE 
348 EL Ez V PO 2 da Her dr Pe P fr BL ED EISE B mRNA 
转录， 幼虫 表皮 和 中 脑 没 有 转录 ， 由 此 可 以 再 出 棉 
PRH EAR B 的 转录 没有 生长 阶段 特异 性 以 
及 性 别 的 差异 ,但 有 组 织 特异 性 .免疫 印迹 早 果 显 
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WERE. HEnV ch BELT oe RE KE ri rb Bp i rjr np PL 
HAt EAM B BUR S. a HH. 表皮、 上 脂 
n p fra aM dE Dj EH ix RP ERIS E. Icio 
Big gis us B 的 表达 具有 生长 阶段 特异 性 ， 仅 
在 成 虫 其 有 该 酶 的 表达 。 此外、 在 本 实 特 中 位 测 到 
A po dM MEE dE. DER. KEMBA ii fk nó 


脂肪 体 中 有 组 织 重 白 酶 B anRNA FER. (BI TEM, 
tE p rd, 8 EU D FO WE P tz ch pr Bic epo US] JI RING 
Hp. i RA bE B5 RR y HORIS HR AR Ur CD mRNA 
转录 和 翻译 不 ox. MHA RETEA SRHOKT i 
凋 控 本 制 . 35 T Hd Fo iB EH HQ AN B (cH ND [S 
利 功 能 还 需 作 进步 的 研究 ， 
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Distribution and Biosynthesis Sites of Cathepsin B in Helicoverpa armigera 


XU XIa-LIan ZHAO XIlao-Fan WANG Jin-Xing 
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Abstract: Ihe distributiun. and biosynthesis sites of 
vathepsim B in. Helicoverpa armigera through the devel- 
oping stages were studied by uieans of Immunublot and 
Northem Blot. The results of Immunoblot showed thaf 
vathepsin B existed in ovary, female and male adult fat 
hody. The mRNA in Iarval fat body, female pupal fat 
budy, male adult fat body, temale adult fat body and 
ovary were detected using Northern Blot. This indicat- 
ed that cathepsin B mRNA could te transcribed in these 


tissues However there was no rathepsin B mRNA in 
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larval epidermis aml larval mid-guf as also nu distribu- 
ton of this proteinase. Furthermore. we detected mR- 
NA transcription in larval fat budv, temale pupal fat 
Lody using Norther Blot, bof there were no cathepsin 
B distributed in these {wu issues accordingh i10 Im- 
munoblut. This indicated that fhe mRNA m these two 
tissues could not be translated into cathepsin R. and 
lhere might be some kind of regulatum in translation 


level. 


Immunoblot; Northern Blot 


